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論　　文　　の　　要　　旨
　近年，雑草防除における除草剤の利用が極めて盛んとなり，低薬量・低毒性・高度選択性の除草剤
の開発が強く求められている。その流れの中で，植物を改変することによりより高度の選択作用性を
作出する研究が始められている。一方除草剤に対しても殺虫。殺菌剤に対する病害虫と同様に，低抗
性をもった雑草の生物型の出現が報告される様になりタ環境諸要因と共に人為作業と植物の形質との
関係が問題視されるに至った。
　本研究はニソジソ懸洩培養細胞を用い，アミノ酸代謝掻乱を主作用とするベソスルフロソメチル
（BSM），グリホサート（GLY），およびグルホシネート（GLU）に対する耐性細胞の選抜，耐性植物
の作出および細胞レベルでの植物の環境への適応としての低抗性発現機構の解明を目的としたもので
ある。
　先ず，春蒔5寸品種ニソジソ（D刎6ωσ脈o玄αL．cv．Harumakigos㎜）幼植物の胚軸由来の細胞を
2，4－Dを含むLinsmair＆Skoog培地中にて培養し，定常的な生育が得られた後に培地中に夫々の
除草剤を加えて継代培養をくり返した。50％生育阻害濃度（BSM：10’9M，GLY：10■｛M，GLU：
10■6M）から徐々に高濃度にし，数～数十回継代培養を続けると，耐性細胞が選抜された。耐性が数百
倍に増大した場合も認められた。比較的短時問内にて耐性細胞が得られ，またその再現性はほぼ
100％となっているので，突然変異によるものとは考え難く，培養細胞中に混在する耐性を既に持っ
ている細胞が選抜されたのか，あるいは細胞の生理的適応によるものか判定し難いがその可能性が高
い。
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　BSMに対する耐性機構として，’4C標識BSMを用いて細胞による吸収，代謝，作用点関係の酵素阻
害などを調べた。薬剤浸入速度は耐性細胞と通常細胞との間に差は見出されなかった。細胞による
BSMの代謝変換では両老共O一脱メチル体，スルホソアミド体，ホモサッカリソなどが中間生成物と
して発見されたが，耐性細胞による変換速度が通常細胞による速度より若干大であったこと以外に両
者間で大きな差は見出されなかった。一方BSM処理により通常細胞ではバリソとロイシソが著しく
減少し，バリソ，ロイシソおよびイソロイシソ混合を与えると，生育阻害が回復するのに対し，耐性
細胞ではバリソとロイシソの減少は認められなかった。これら分妓鎖アミノ酸の生合成反応に関与す
るアセト酪酸合成酵素（ALS）に対するBSMの阻害活性を調べると，通常細胞からのALSが著しく
阻害されるのに比べ，耐性細胞からのALSの阻害度は小であった。この様な除草剤不感受性酵素の生
成により耐性が発現するものと推論された。
　GLYの通常および耐性細胞による吸収や代謝経路については，両老間に大きな差異は認められな
かった。GLY処理の通常細胞は遊離アミノ酸含量に変化を示し，芳香族アミノ酸のフヱニルアラニ
ン，チロシソが減少した。しかしGLY処理耐性細胞はその様な変化を示さず，かえってフェニルアラ
ニソ，チロシソ含量が若干増加した。フェニルアラニソ，チロシソおよびトリブトファソの組合せを
添加すると生育阻害の回復が見られた。シキミ酸回路の阻害が考えられ，標的酵素の過剰生産または
GLY不感受性酵素の生成によるものと推論された。GLY消失速度が耐性細胞において通常細胞より
高かったので，このこともGLYに対する耐性機構に関与しているものと推論された。
　GLUの細胞による吸収速度は個体の根による場合と同様一般に極めて小であるが，通常，耐性細胞
両老問にその速度の程度に差異は認められなかった。親化合物の代謝交換は耐性細胞の方が通常細胞
による場合よりも速かった。顕著な差異はGLYの標的酵素であるグルタミソ合成酵素（GS）の活性
に見出された。耐性細胞中のGS活性は通常細胞の2倍に達した。GLU処理の通常細胞中に高濃度の
アソモニアの集積が認められ，グルタミソの著しい減少が起った。一方，GLU処理耐性細胞では遊離
アミノ酸，アミド含量に大きな変化は認められず，アソモニアの集積も起らなかった。耐性細胞では
高いGS活性とGLU分解速度が組合わさった結果，耐性が発現したものと推論された。
　こういった耐性細胞の選抜結果の持続性を検討した。耐性細胞を各除草剤を含まない培地で1年問
継代培養し，その後耐性を検定した所，耐性が保持されていることが判明した。BSM耐性ALS酵素
活性，GLU標的のGS酵素活性は高く維持されていた。
　除草剤耐性植物の培養細胞よりの作出の前段階として，脱分化細胞カルスの静置培養体からの作出
を試みた。新たにニソジソ幼植物の胚軸より誘導したカルスを各除草剤を含む寒天MS培地に移し，
約1ケ月毎に植え継いだ。6週間後に更に10倍濃度の除草剤を含む培地に移し，2ケ月継代培養した。
その後，2，4－Dを含まない培地に移し，再分化させた。BSM耐性植物の作出には成功したが，
GLY処理カルスでは緑色点が認められたが植物体にはならず，又GLU処度カルスでは9ケ月後でも
再分化が認められなかった。
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審　　査　　の　　要　　旨
　培養細胞を除草剤に曝露させつつ選抜培養すると耐性細胞が得られ，その耐性は長期間安定して保
持されたという結果は大変有意義なものと思われる。特に耐性が数百倍の大きさで得られた点は，こ
ういった方法で得られた耐性の中では最も大きいものの1つであり，今後の植物の変異や環境適応の
研究材料として貴重なものとなると思われる。
　培養細胞から選抜される耐性細胞は外壁膜の透過性が変化して物質を外から内に浸入させない可能
性が指摘されていたが，本実験により，いずれの除草剤も通常細胞と同様耐性細胞により吸収される
ことが明らかにされた。耐性機構として除草剤の動態，作用点に関与する酵素の阻害剤感受性や活性
度を詳細に検討した結果，感受性の小さい酵素の出現や標的酵素の過剰生産を見出し、耐性機構の解
明を一段進めた点は評価される。
　耐性細胞選抜においての機構が必ずしも明らかにされておらず，また不感受性酵素のタソパク化学
的調査や標的酵素の過剰生産の機構が充分なされていない点，更に耐性植物を耐性培養細胞から作出
する点，作出された植物個体の染色体分析などこれからの研究に期待される点が多々あることが指摘
される。しかし前述の諸点について詳細に実験を行っている点，またこの分野では先駆的研究である
点から本論文研究は高く評価されるべきものと考えられる。
　よって，著者は農学博士の学位を受げるに十分な資格を有するものと認める。
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